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^4) Copolymdre nucl6otide(s)/polymdre conducteur diectronique ; son procddd de preparation et son utilisation . 

(§7) L'invention conceme un copo!ymdre/caract6ris6 en ce 
qu il repond d la fonnule g6n6rale (I) suivante: 



I il) 

dans laquetle runit6 A repr^sente un monom^re d'un po- 
lymere conducteur electronique, i'unite B represente un nu- 
cl^otide, un oligonucleotide ou un de leurs analogues, x. y 
et z representent des nombres enders egaux ou superieurs 
^ 1 , ou y peut dtre egal d 0. et I represente une liaison co- 
valente. ou un bras espaceur. 

L'invention en^lobe egalement des proc^des de prepara- 
tion dudit polymere, ainsi que ses utilisations, en particulier 
pour la synthase et le sequengage. et Thybridation des aci- 
des nucteiques. 
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COPOLYMERE NUCLEOTIDE ( S ) / POLYMERE CONDUCTEUR ELECTRO- 
NIQUE ; SON PROCEDE DE PREPARATION ET SON UTILISATION. 

La presente invention est relative a la fixa- 
tion d'acides nucleiques sur un polytnere conducteur 
electronique (PCE) . 

Dans un grand nombre de techniques couramment 
utilisees en biologie, par exemple la synthese ou 
1 'hybridation d'acides nucleiques, des oligonucleotides 
sont fixes de fagon covalente par leur extremite a un 
support solide. Differents supports ont ete utilises dans 
ce but : le papier, le nylon, le verre, la silice, le 
polystyrene, le polyacrylamide, etc*. 

A I'heure actuelle, de nombreuses equipes 
cherchent a obtenir des supports portant un grand nombre 
d ' oligonucleotides de sequences differentes, disposees 
selon un arrangement preetabli, afin de realiser simulta- 
nement differentes reactions (hybridation sur support par 
exemple . 

C'est ainsi que, par exemple, cette approche a 
ete proposee pour faciliter le sequengage des acides 
nucleiques . 

Des oligonucleotides differents disposes en 
rangees et colonnes sur des microsurf aces (matrices 
d ' oligonucleotides sur support) ont ete proposes pour 
sequencer les acides nucleiques [LYSOV et al, Proc . USSR 
Acad. Sci., 303, 1508- 1511, (1988) ; KHRAPKO et ai . , 
FEES Lett. 256, 118-122, (1989) ; KHRAPKO et al . , DNA 
Sequence, vol 1, 375-388 (1991) ; BAINS & SMITH, 
J.Theor .Biol . 135, 303-307, (1988) ; CHURCH & KIEFFER- 
HIGGINS, Science 240, 185-188 (1988) ; SOUTHERN, Demande 
PCT WO89/10977 (1989)]. La methods est basee sur 
1 'hybridation de chalnes d'ADN ou d'ARN cibles sur un 
ensemble d* oligonucleotides . Theor iquement , la presence 
ou 1' absence -d'une sequence dans I'acide nucleique cible 
peut etre determinee par 1 ' hybridation observee sur les 
micro-surfaces dans des conditions de stringence 
determinees . 
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En ce qui concerne la synthese in situ de 
polynucleotides ou de polypeptides, FODOR et al . 
[Science, 251, 767-773 (1991)], en combinant les methodes 
de la synthese chimique en phase solide, les groupements 
5 photolabiles et la photolithographie, ont reus si a syn- 
thetiser 1024 peptides sur une matrice de points (carres 
de 100 [iici de cote) . Ces peptides ont ete obtenus par syn- 
theses simultanees et parall^les, en utilisant des 
masqxies de photolithographie et des groupements protec- 

10 teurs photolabiles des synthons peptidiques. Un dinucleo- 
tide dCpT a ete prepare in situ, en utilisant la thymi- 
dine protegee en 5 ' par un groupement protecteur 
photolabile ( 5 * -nitroveratryl thymidine). La lumiere 
etait dirigee par un masque de photolithographie et un 

15 depot en damier de 100 |im de cote a ete obtenu, 

MASKOS & SOUTHERN (Nucleic Acids Res. 1992, 
20, 1575-1678) ont realise, sous microscope, la synthese 
in situ de quatre oligonucleotides differents sur une 
lame de verre. 

2 0 Jusqu*a present, les techniques utilisees pour 

le depot adresse d* oligonucleotides font appel, soit au 
depot manuel (qui n'est pas utilisable a 1 ' echelon indus- 
triel) , soit aux techniques de photolitographie, qui 
necessitent 1 'utilisation de "masques" et en outre, sont 
25 dif f icilement applicables avec les acides nucleiques, qui 
sont photolabiles. 

La presente Invention s ' est fixe pour but 
l*obtention de nouveaux supports et de nouveaux precedes 
de fixation d* oligonucleotides, qui ne present ent pas les 

3 0 iiiconvenients des precedes proposes dans I'art anterieur. 

Dans ce but, les Inventeurs ont eu 1 ' idee 
d'utiliser comme support de fixation des polymeres 
conducteurs electroniques . 

Les Inventeurs sont maintenant parvenus a 
35 fixer par liaison covalente, et de fagon stable, des 
nucleotides et des oligonucleotides sur un polymere 
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conduct eur electronique, et a obtenir de la sorte de 
nouveaux copolymeres - 

La presence invention a pour objet un 
copolymere, caracterise en ce qu*il repond a la formule 
generale (I) suivante : 

l (I) 

[B]^ 

dans lac[uelle 1' unite A represente un monomere d'un 
polymere conducteur electronigue, 1* unite B represente un 
nucleotide, un oligonucleotide ou un de leurs analogues, 
X, y et 2 representent des nombres entiers egaxax o\\ 

15 superieurs a 1, ou y peut etre egal a 0, et L represente 
une liaison covalente, ou un bras espaceur. 

A titre d'exemple non liitiitatif de polymeres 
conduct eurs elect roniques dont A represente un monomere 
on citera le polyacetylene, la polyazine, le poly(p- 

20 phenylene) , le poly (p-phenylene vinyl ene ) , le polypyrene, 
le polypyrrole, le polythiophene, le polyfuranne, le 
polys elenophene, la polypyridazine, le polycarbazole, la 
polyaniline, etc. • - 

Avantageusement , A est une unite pyrrole. 

25 Dans le cadre de 1 ' expose de la presente 

Invention, on entend par analogue de nucleotide, tout 
nucleotide modifie, tels que ce\ix decrits par exemple par 
UHLMANN, [Chemical Review, 90:4, 543-584 (1990)]. 

Lorsque 1' unite B est \in nucleotide, il peut 

3 0 s^agir non seulement d'un de ceux qui entrent 
habituellement dans la composition des oligonucleotides 
naturels, mais egalement leurs analogues ou derives 
utilises en laboratoire. 

II peut s'agir par exemple : 

35 * d' analogues de nucleotides entrant dans la 

coir5)Osition d' oligonucleotides synthetiques ; 
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* de derives de nucleotides portant des fonc- 
tions protegees qui sont couramment utilises pour la syn- 
these des acides nucleiques ; peut dans ce cas 

constituer un intermediaire de synthese d'un 
5 oligonucleotide . 

pourra aussi etre un compose non naturel 
pouvant s'hybrider avec les acides nucleiques, tels que 
ceux decrits par UHLMANN (publication precitee) . 

Les unites B entrant dans la constitution de 
10 B^ peuvent etre identiques ou differents, et B^ peut 
constituer un homopolymere ou un heteropolymere ; dans ce 
dernier cas, les unites B peuvent s * enchainer selon une 
sequence quelconque, predeteinninee ou non. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
15 presente invention le rapport x/y est compris entre 1/5 
et 1/100.000 

Selon encore un autre mode de realisation 
prefere de la presente invention, I represente un bras 
espaceur repondant a l*une des formules suivantes : 

2 0 -Ri- [ (CH2 ) n-R2 1 x" ^^^2 ' m'^S ^ y' ^^^3 ) p- 

dans laquelle : 

-n est un nombre entier de 1 a 10 ; 

-m est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
-p est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
25 -X est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 
-y est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 
-R]_, R2 et R3 qui peuvent etre identiques ou differents 
represent ent : 

CH2; O; S; NR'; CO; CH=CH ; NR'CO; CONR'; NHSO2 ; 
30 O 

I I 

- O - P - o - 

i 

OR' 

35 ou R* represente un atome d'hydrog^ne ou une chaine 
alkyle en k • 
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La presents invention a pour objet 
1 ' utilisation d'un polymere conducteur electronique comme 
support pour la fixation par liaison covalente, d'au 
moins un nucleotide. 

La presents Invention a egalement pour objet 
un precede de preparation d*un copolyinere de formule 
generale (I) . 

Selon une premiere variante, ce precede est 
caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes 
suivantes 

- une premiere etape, au cours de laquelle on 
precede a la preparation d'un copolymere de formule 
generale (II) : 

- [A*]j^-[A]y - (II) 

dans laquelle A, x et y sont tels que definis 
precedemment , et A* represente A f onctionnalise . 

- une deuxieme etape au cours de laquelle on 
precede a la fixation, sur le polymere de formule (II) 
d'au moins un groupe de foirmule generale (III) : 

I - [B] 2 (III) 

dans laquelle B et z sont tels que definis 
precederament et I* est un bras active capable de se lier a 
A*. 

On entend par " f onctionnalise" et "active" au 
sens de la presents Invention, le resultat de toute modi- 
fication chimique ayant pour but de pourveir A et I de 
fonctiens chimiques capables de reagir entre elles pour 
former une liaison covalente. 

Selon une autre variante, le precede de prepa- 
ration d*un copolymere de formule generale (I) est 
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caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes 
suivantes : 

- une etape a) au cours de laquelle on precede 
a la preparation du compose de formule generale (IV) : 

[A] 
I 

I (IV) 

[B]^ 

dans lequel A, B, et I sont tels que 

def inis ci-dessus , 

- une etape b) au cours de laquelle on precede 
a la copolymerisation du compose (IV) avec le monomere A, • 

15 Avantageusement , au moins une etape de 1 ' une 

ou 1' autre des variantes du precede conforme a 
1' invention fait intervenir au moins une reaction 
electrochimique . Cette copolymerisation electrochimique 
est avantageusement effectuee en surface d'une 

2 0 electrode ; en fin de reaction on obtient de la sorte une 
electrode dont la surface est constitute par un 
copolymere conforme a 1' invention. 

Par exemple, pour la mise en oeuvre de la 
premiere variante du precede conforme a 1' invention, 

25 1 ' etape de preparation du copolymere de formule generale 
(II) et/ou 1* etape de fixation du groupe de formule 
generale (III) peuvent etre effectuees par reaction 
electrochimique ; dans la seconde variante, 1 ' etape b) 
est avantageusement effectuee par copolymerisation 

30 electrochimique du compose (IV) avec les monomeres A. 

La copolymerisation electrochimique est par 
exemple effectuee par veltamperometrie cyclique, en 
soijmettant Le melange [(IV) : A] a des variations de 
petentiel electrique suffisantes pour provoquer la 

35 polymerisation par une oxydation et une reduction 
successives ; le polymere forme etant conducteur, le 
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cycle oxydat ion-reduction peut etre repete plusieurs 
f ois • 

Les methodes de polymerisation electrochimique 
generalement utilisees pour la preparation des PCE, 
5 telles que la polymerisation a courant (chronopoten- 
tiometrie) ou a potent iel (chronoamperometrie) imposes 
sont egalement applicables a la preparation des 
copolymeres conformes a 1' Invention. 

La qualite du depot peut etre controlee par le 
10 choix des conditions experimentales : le rapport 
oligonucleotide-pyrrole/pyrrole, la temperature du bain, 
la nature du solvant, la methode electrochimique utilisee 
( voltamperometrie cyclique , chronoamperometrie , chronopo- 
tentiometrie) . Le copolymere obtenu peut de la sorte prec- 
is senter des qualites de porosite et d' accessibilite diffe- 
rentes selon 1" usage ulterieur souhaite, et la quantite 
d * oligonucleotide fixe peut etre modulee. 

Avantageusement/ dans le cadre de la mise en 
oeuvre du precede conforme a 1' invention, les reactions 
2 0 electrochimiques sont effectuees a la surface d'une 
electrode. L' electrode permet en effet de controler, par 
mesure du courant delivre au cours de la reaction, 
1 ' evolution de la reaction de polymerisation (par exemple 
I'epaisseur du polymere forme), ou de reactions 

2 5 ulterieures effectuees sur le copolymere . 

Selon un mode de realisation prefere du 
precede conforme a 1 ' invention dans I'une ou 1* autre de 
ses variantes, il corcprend en outre 1* elongation de 
1 ' oligonucleotide B^r en plusieurs etapes successives, 

3 0 chacune de ces etapes etant constituee par la fixation 

d'un ou plusieurs unites B. 

L ' elongation de 1 ' oligonucleotide 
s * ef f ectue a la surface du support par assemblage de 
monomeres proteges, a partir d'au moins un nucleotide ou 
35 oligonucleotide fixe en surface du polymere conducteur 
electronique . 
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Les methodes classiques de synthese par voie 
chiinique des acides nucleiques sont utilisables dans la 
mise en oeuvre de ce mode de realisation. 

Les supports conformes a 1 ' Invention pertnet- 
5 tent en outre de realiser 1' elongation de 
1 ' oligonucleotide par voie electrochimique/ en utilisant 
des variations de potentiel de 1* electrode pour effectuer 
les reactions de protection, de deprotection et de 
condensation de la chaine polymerique en croissance, 
10 La presente invention a egalement pour objet 

une electrode, caracterisee en ce que sa surface est 
constitute par un revetement comprenant un copolymere de 
formule (I) conforme a 1' Invention. 

Une telle electrode peut etre obtenue, par 
15 exemple, en deposant une couche d'un copolymere de for- 
mule (I) a la surface d*une electrode de platine, d*or, 
de chrome ou de titane recouvert d*or, ou de carbone 
vitreux, etc ... 

Avantageusement , on peut associer plusieurs 

2 0 electrodes portant eventuellement des copolymeres de 

nature differente. On obtient ainsi un dispositif utili- 
sable pour la mise en oeuvre de reactions de synthese, 
et/ou de reactions d ' hybridation d' acides nucleiques. - 

Un mode de realisation particulierement 
25 avantageux d'un dispositif conforme a 1* Invention 
cons is te a associer plusieurs electrodes dont deux au 
mo ins portent un groupe different. II peut s*agir par 
exemple d'un ensemble d' electrodes dont chacune porte un 
nucleotide (ou analogue) different, ou d'un ensemble 

3 0 d' electrodes dont chacune porte un oligonucleotide de 

sequence differente. 

Dans la mesure ou il est possible de limiter 
les reactions electrochimiques aboutissant a la fixation 
de 1 'oligonucleotide a une tres petite surface, un dispo- 
35 sitif conforme a 1' invention peut etre constitue par une 
pluralite de microsurf aces de PCE portees par des micro- 
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electrodes distribuees sur un support (microchip PCE) . De 
la sorte, des oligonucleotides B2 qui peuvent, si on le 
souhaite, etre tous differents, peuvent etre fixes de 
fagon adressee et ordonnee sur ces microelectrodes . 
5 Le "microchip PCE" est en particulier utili- 

sable pour le sequencjage des acides nucleiques et le 
diagnostic . 

A titre d'exemple non limitatif illustrant ce 
qui precede, un copolymere [polypyrrole portant des 
10 oligonucleotides/polypyrrole] conforme a la presente 
invention, peut etre obtenu : 

1) Par reaction chimique d*un nucleoside, d'un 
nucleotide, d'un oligonucleotide, ou d*un de leurs 
analogues sur un polypyrrole fonctionnalise . Par exemple* 

15 il est possible d'effectuer la condensation de 
1 ' amino e thy Ipyr role avec un oligonucleotide portant a une 
extremite un phosphate libre ou un carboxyle active. 

2) Par copolymerisation chimique ou electro- 
chimique du pyrrole avec le produit de condensation d'un 

2 0 nucleoside, d*un nucleotide, d'un oligonucleotide, ou 

d'un de leurs analogues avec le pyrrole. Par exemple on 
peut proceder a la copolymerisation electrochimique du 
pyrrole avec un oligonucleotide ayant un bras espaceur 
portant un pyrrole a son extremite, L*epaisseur de la 
25 couche du copolymere obtenue sur une surface de platine a 
laquelle elle adhere fortement est de 0,1 ^iiri a quelques 
|im, et elle peut §tre realisee sur une surface de 10 0 |am^ 
par exemple, Aucione reaction parasite de degradation de 
1 * oligonucleotide n'a pu etre mise en evidence. 

3 0 3) par preparation d'un polymere conducteur 

electronique portant des fonctions chimiques protegees . 
Ces fonctions sont deprotegees localement et selective- 
ment pour permettre leur couplage avec un nucleoside, un 
nucleotide ou un oligonucleotide. Par exemple, il est 
3 5 possible de realiser la preparation de monomethoxytrityl 
aminoethyl pyrrole/polypyrrole, et de le deproteger loca- 
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lement soit en milieu acide, soit en appliguant un poten- 
tiel. La fonction amine liberee peut ensuite reagir avec 
un nucleoside/ un nucleotide ou un oligonucleotide 
portant par exemple un phosphate ou un carboxyle actives. 
5 4) par synthese simultanee dirigee spatiale- 

ment de differents oligonucleotides. 

La synthese 'd*un oligonucleotide s'effectue en 
un point du support par assemblage de nucleotides 
proteges, a partir d*un nucleoside accessible . en surface 

10 du copolymere. Les nucleotides proteges peuvent etre des 
nucleosides phosphoramidites , des nucleosides phospho- 
nates, des nucleosides phosphotriesters . Localement, la 
synthese est effectuee a la maniere dont est realisee la 
synthese d'un oligonucleotide sur support de silice dans* 

15 un synthetiseur . Mais la difference est que la synthese 
de tout 1' ensemble des oligonucleotides est realisee 
simultanement , en realisant electrochimiquement des 
operations de deprotection ou de condensation selectives 
sur une tres petite surface, ce qui permet de masquer les 

2 0 oligonucleotides qui ne doivent pas reagir. Ceci permet 

de realiser en parallele la synthese de differents 
oligonucleotides . 

Bien entendu, les precedes brievement exposes 
ci dessus pour illustrer la synthese de copolymeres 
25 [pyrrole /oligonucleotides -pyrrole] sont egalement 

appliquables a des analogues polynucleotidiques , par 
exemple des analogues de la chaine sucre-phosphate tels 
que mono- ou dithiophosphates , methylphosphonates , phos- 
photriesters et des analogues non-ioniques non 

3 0 phosphoryles tels que formacetals, carbamates, 

sulf oxydes • 

Les copolymeres conf ormes a 1 * invention 
presentent une bonne stabilite aux contraintes meca- 
niques, a 1 * humididite, a la dessication, a la chaleur, 
3 5 aux bases, et sont done compatibles avec un grand nombre 
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de reactions, ce qui autorise une large variete 
utilisations . 

Les inventeurs ont procede a 1 ' hybridation 
selective d ' oligonucleotides a des oligonucleotides com- 
plementaires fixes sur support de polypyrrole, et ont 
constate que 1 • utilisation de ce support confere les 
avantages suivants : 

- Le copolymere conforme a 1' invention est 
poreux, ce qui confere aux oligonucleotides fixes sur le 
support une bonne accessibilite pour 1 * hybridation avec 
des acides nucleiques de sequence complementaire . Cette 
accessibilite est mise en evidence par 1 ' observation 
d'une hybridation proportionnelle a I'epaisseur de la 
couche de copolymere. Un oligonucleotide complementaire 
se trouvant dans le milieu d' hybridation s'hybride trois 
fois plus sur une couche de copolymere 
pyrrole/oligonucleotide-pyrrole trois fois plus epaisse 
(et done renfermant trois fois plus d • oligonucleotide lie 
au support) . La cinetique d ' hybridation est voisine de 
celle qu'on observe avec les supports d • hybridation 
convent ionnels . II faut noter que dans les memes condi- 
tions, un oligonucleotide de sequence non complementaire 
ne se fixe pas sur le support, 

- Les Inventeurs ont egalement verifie que 
1 'hybridation est reversible et que tout oligonucleotide 
hybride peut §tre relargue par chauffage, ou par trait e- 
ment avec de la soude diluee, sans dommage pour le 
polypyrrole et 1 ' oligonucleotide fixe. 

- Comme il a ete indiqu6 precedemment , une 
copolymerisation adressee est realisable sur des surfaces 
d' electrodes extr&nent petites . Ce qui permet de realiser 
une matrice de points miniaturisee parfaitement ordonnee 
sur un support, chacun de ces points portant un oligonu- 
cleotide de nature parfaitement definie. Les chaines 
nucleiques cibles portant une sequence complementaire a 
la chalne fixee sur le support s'hybrident select ivement . 
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li en results une densite locale d'acides nucleiques 
cibles extrement elevee, ce qui rend leur detection plus 
aisee, voire meme dans certains cas supprime la necessite 
d*une amplification prealable a la detection. La 
5 detection de 1 ' hybridation peut en particulier etre faite 
par le biais de 1* electrode qui a servi a preparer le 
copolymere, et qui peut servir ensuite pour la mesure des 
phenomenes d ' association ou de dissociation qui se 
produiront a sa surface. L ' hybridation d'un acide 

10 nucleique complement a ire peut par exemple etre suivie in 
situ par mesure electrique sur 1.' electrode qui supporte 
le polymers conducteur elsctroniqus, soit par mesure 
directe, soit en marquant 1 ' oligonucleotide cible par une 
molecule electroactive telle qu'une phenothiazine ou une* 

15 quinone par exemple. 

II va de soi que les methodes traditionnelles 
de detection des sequences cibles d'acides nucleiques 
sont egalement applicables , 

Les inventeurs ont en outre reussi a syntheti- 

2 0 ser des oligonucleotides directsment sur le copolymere 
conforme a 1 ' Invention par deprotection electrochimique 
in situ. 

De maniere generale, 1' assemblage d*un nucleo- 
tide sur une chains polynucleotidique en croissance sur 

25 un support fait appel a une serie ds rsactions qui 
msttent sn jeu des groupements protecteurs pour diriger 
la reaction sur une f onction donnee et 1 ' emp§cher sur une 
autre • Les Inventeurs ont mis cette propriete a profit 
pour orienter la reaction d' assemblage sur les surfaces 

30 correspondant aux oligonucleotides choisis ou l*on veut 
inserer un nucleotide. 

Conformement a 1' Invention, le groupement 
protecteur . de la chains en croissance de 
1 ' oligonuclsotids peut dtre elimine localsmsnt par une 

35 reaction electrochimique, ce qui permet d'ajouter un 
nucleotide a 1 ' emplacement choisi. 
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Des avantages complementaires decoulent de 
cette possibilite d*effectuer, sur le support conforme a 
1 ' invention, une synthase oligonucleotidique in situ. En 
effet, dans ce cas, il est possible de synthetiser in 
5 situ et en parallele 1* ensemble des oligonucleotides qui 
vont etre disposes sur la matrice de points, au lieu de 
synthetiser independamment des oligonucleotides portant 
un bras pyrrole, puis d'effectuer des copolymerisations 
successives. Ceci permet d'envisager la realisation 

10 industrielle de matrices de plusieurs milliers de 
microsurf aces . 

La presente invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation et d ' utilisation d^ 

15 copolymeres conformes a 1' invention. 

PREPARATIQM D ' UN SUPPORT PQLYPYR RQLE PAR CO POLYMERISATION 
DE PYRROLS ET D ' UN OLIGONUCLEOTIDE PORTANT UN GROUPS 
PYRROLE : PROPRIETES DE CS SUPPORT 

EXEMPLE N' 1 : SYNTHESE DES OLIGONUCLEOTIDES MODIFIES 

2 0 Le schema react ionnel global de cette synthese 

est illustre a la figure 1. 

- Preparation du compose n* 1 

Ce compose peut etre obtenu par reaction d'une 
diamine sur la dimethoxytrityl thiothymidine ou sur la 
25 dimethoxytrityl thiodesoxyuridine suivant les methodes 
decrites par ROGET et al,, [Nucleic Acids Res. 17, 7 643- 
7651 (1989) ] . 

Le compose n'l (2 g ; 3,1 mmoles) est seche 
30 par coevaporation dans 1 * acetonitrile anhydre et 
redissous dans 20 ml de dichloromethane . On ajoute 2 eq 
de dissuccinimidyl sebacoate (2,45 g ; 6,2 mmoles). La 
reaction est laissee 3 heures a temperature ambiante. Le 
produit obtenu est separe sur colonne de silice (gradient 
35 de 0 a 10% de methanol dans le chlorofonne) ou precipite 
dans I'hexane (R = 60%). II peut aussi §tre utilise tel 



^NSOOCID:<FR 2703359A1> 



2703359 

14 

quel pour la synthese du compose n* 3. 

- Preparation du compose n* 3 

Ce produit est prepare par ajout de 
1 ' aminoethylpyrrole (1,36 g ; 12,4 mmoles) au melange 
5 react ionnel precedent ou de 220 mg d'aminoethyl pyrrole 
(2 mmoles) au compose n' 2 obtenu apres purification. Le 
pH est amene a 8-8,5 par ajout d'une amine tertiaire 
( triethylamine) . La reaction est laissee 2 heures et on 
ajoute 250 ml de chloroforme. La solution organique 
10 obtenue est lavee par 2 fois 100 ml de NaHC03 0,5 M, et 
100 ml d'eau distillee, puis sechee sur sulfate de 
sodium. Le produit est separe sur colonne de silice avec 
du methanol dans le chloroforme (0 a 10%) , Apres 
evaporation du solvant, le compose n' 3 est repris par ICt 
15 ml d'ethanol et precipite dans 40 0 ml d' ether ethylique 
(R = 60%) . 

- Preparation du compose n' 4 

Le compose n*3 (100 mg ; 0,11 mmoles) et du 
tetrazolate de diisopropylammonium (9 mg ; 0,5 eq) sont 

2 0 seches par coevaporation dans un melange de 
dichloromethane (2 ml) et d ' acetonitrile (3 ml) anhydres . 
Le residu est repris par 2,5 ml de dichloromethane 
stabilise k I'airtylene. De la bis-diisopropylaminocyano- 
ethoxyphosphine (3 9 |il ; 1,2 eq) est ajoutee a travers un 

25 septum. Au bout de 2 heures de reaction, on ajoute 2 0 ml 
de dichloromethane anhydre. La solution obtenue est lavee 
2 fois par 25 ml de MaHCOS sature puis 25 ml d'eau 
distillee. La phase organique est sechee sur sulfate de 
sodium et evaporee a sec. Le phosphoramidite obtenu est 

30 repris par 2 ml de dichloromethane^ precipite dans 100 ml 
d'hexane et seche une nuit au dessicateur. Le compose n*4 
est obtenu avec xxn rendement de 85%. II est conserve sous 
argon a -20*C.a I'abri de l*humidite. 

35 Le compose n'4 (68 mg ; 0,06 mmoles) est 

redissous dans 300 ^il d ' acetonitrile anhydre (solution 
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0,2 M) . Ce produit est utilise pour preparer un 
oligonucleotide (Oligol-pyr) de sequence Pyr-TGT ACC TGA 
ATC GTC CGC CAT dans laquelle Pyr represente le derive de 
nucleotide correspondant au compose n*4. La preparation 
5 de cet oligonucleotide est realisee sur un synthetiseur 
automat ique d'ADM (Applied Biosys terns 381A) suivant les 
procedures decrites par le fabricant, Le compose n* 4 de 
1 * invention est soumis au meme cycle de synthese que les 
phosphoramidites noarcnaux (A C G T) . Seuls la 

10 concentration (0,2 M au lieu de 0,1 M) et le temps de 
reaction sont augmentes pour le compose n' 4, 

Apres synthese, 1 ' oligonucleotide-pyrrole est 
detrityle sur le support, par action de TGA (acid^ 
trichloracetique) a 3%. II est coupe du support par 4 x 

15 500 III de NH4OH a 28%. Le chauffage de cette solution 
pendant 16 heures a 60 'C permet d'eliminer les 
groupements protecteurs . Le compose n*5 est obtenu par 
chromatographie en phase inverse en utilisant un gradient 
de 10 a 50% d' acetonitrile dans 1' acetate de 

2 0 triethylammonium (25 mM, pH 7) , 

EXEMPLE 2 : PREPARATION DU SUPPORT PCE- POLYNUCLEOTIDE PAR 
COPOLYMERISATION ELECTRONIQUE (compost n* 6) 
A - Principe de la technique 

Les noyaux pyrroles oxydes sont capables de se 
25 polymeriser pour former un polym^re insoluble, le 
polypyrrole. Une cellule d» electropolymerisation est 
representee a la figure 2a. 

Si I'oxydation est realisee par voie electro- 
chimique, la synthese du polypyrrole n*aura lieu que sur 

3 0 1* electrode de travail. Ceci permet done une synthese 

tres localisee d'un polymere. Un oligonucleotide portant 
au bout d'un bras un noyau pyrrole peut done etre insere 
dans le polymere s implement par copolymer isat ion des 
pyrroles. On obtient ainsi le polymere desire 
35 (compose 6) . 

Le polymere forme (polypyrrole) etant 
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conducteur, ces reactions peuvent etre poursuivies et 
plusieurs cycles de synthese peuvent etre realises (il y 
a seulement une variation de resistance de 1' electrode a 
chague cycle) . 
5 B - Methode 

La polymerisation est conduite sur une 
electrode de platine de 60 mm^ dans une solution 
contenant 10-^ ]y[ ^e pyrrole, 5.10-'^ M de pyrrole 
substitue, oligonucleotide porteur d*un groupe pyrrole en 

10 5' (Oligol-pyr) et 0,1 M de LiC104 (dopant) . 

oligonucleotide portant le pyrrole en 5' 
(compose n* 5, Oligol-pyr) a ete synthetise selon la 
methode decrite ci-dessus au I, et purifie par HPLC sur 
phase inverse. Un oligonucleotide de meme sequenced 

15 (Oligol) ne portant pas de pyrrole a servi de controle 
negatif . 

Ces deux produits ont ete marques en 5 ' par -du 
•^^P afxn de suivre plus facilement les reactions de 
copolymerisation . 
2 0 Les reactions d'oxydation du monomere et de 

reduction du polymere sont assurees par une variation 
cyclique du potentiel entre -0,4 et +0,9 V/ECS (voir 
figure 2b) . 

L ' integration du courant par rapport au temps 
25 (quantite d' electrons consommee) permet une evaluation de 
la masse de polymere forme sur la surface de 1' electrode 
et done de I'epaisseur du film (de I'ordre de 0,2 )im pour 
5.10~2c) . 

C - Resultats 

30 * Btude de la stabilite d'un oligo nucleotide 

dans les conditions d ' electropQlvmer isation . 

Le contr61e par HPLC de 1 ' oligonucleotide en 
solution soumis a 1 ' electropolymerisation ne montre 
aucune degradation de celui-ci . 
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* 1& miarafci on oropre d'nr^ 

oliaoaucleQh ide soiimis a un potenhifa]^ 

Un acide nucleique est une molecule 
polyanionique capable de migrer dans un champ electrique 
mais, de par la presence des ions perchlorate dans le 
milieu, aucune migration n*est observee. D' autre part, 
aucune adsorption des oligonucleotides sur un polypyrrole 
preforme n*est mesurable. 

* Stiidg U specificite et du taux 

d,' incprrppr^tpign des o ligonucleotides lors de la 

copolvmerisation . 

1 - La polymerisation du pyrrole est conduite 
en presence de 1 ' oligonucleotide Ol non modifie (TGT ACC 
TGA ATC GTC CGC CAT) . 

Oligo 1 : 10"^ M dans le milieu reactionnel 
Oligo 1 sur support : 4,10"^^ mol, soit 0,4% 
d' incorporation non specif ique. 

2 - La polymerisation est conduite en presence 
de 1 ' oligonucleotide modifie Oligol-pyr (P TGT ACC TGA 
ATC GTC CGC CAT) 

Oligol-pyr : 10"^ M dans le milieu reactionnel 
Oligol-pyr sur support : 7,2.10"^2 mol, soit 
0 , 72% d* incorporation. 

44% des oligonucleotides -pyrroles detectes sur 
le support sont ef f ectivement fixes par le groupe 
pyrrole. Cependant, en ajoutant 0,2 M de thymidine 5' 
phosphate dans la solution d' electropolymerisation, la 
specificite d'accrochage s ' eleve alors a 80% par 
diminution de la fixation de 1 ' oligonucleotide non 
modifie* 

*- R^g-gtivit^ electrochimicrue de 1 ' oliaonu- 

Ql^Q^\(^^ -pyryplg. 

La solution de depart contient 1 
oligonucleotide-pyrrole pour 20 000 monomeres pyrrole. 
Par le calcul de la masse du polymere forme et par la 
quantite d* oligonucleotide fixe, on estime que le 
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polymere comprend 1 oligonucleotide-pyrrole pour 60 000 
maillons pyrrole. 

L ' oligonucleotide-pyrrole s ' incorpore done 
3 fois moins qii ' un pyrrole libre, ce qui constitue un 
5 taux d' incorporation tout-a- fait satisf aisant , 

* Densite de fixation. 

Dans les conditions experimentales exposees 
ci-dessus, 5,3 pmoles/cin2 d' oligonucleotides sont fixees. 

La proportion d* oligonucleotide integre dans 
10 le polymere (1/60 000) peut §tre facilement amelioree par 
augmentation du rapport [oligonucleotide-pyrrole /pyrrole 
monom^re] dans le milieu reactionnel . Ceci peut etre 
realise de trois differentes fagons 

- Augmentation de la quantite d'oligonu^ 

15 cleotide ; 

- Diminution de la concentration de pyrrole 

libre 

- Diminution du volume reactionnel. 

EXEMPLE 3 : PROPRIETES DBS COPOLYMERES OLIGONUCLEOTIDES- 
2 0 POLYPYRROLE CONFORMES A I* 'INVENTION : UTILISATION COMME 
SUPPORT D ' HYBRIDATION D'ACIDES NUCLEIQUES, 

Un support polypyrrole portant 

1 • oligonucleotide Oligol a ete synthetise selon la 
methode decrite precedemment . L • electropolymerisation a 

25 ete conduite jusqu'aux charges de 5.10'^ C pour obtenir 
un support de 0,2 \m d'epaisseur, et de 15,10"^ C pour 
obtenir un support de 0,6 jJin d'epaisseur. Les reactions 
d* hybridation sont conduit es dans un tampon phosphate 2 0 
mM pH 7,4, NaCl 300 mM, SDS 0,5%- Les lavages sont 

30 realises dans le m§me tampon mais dilue 4 fois. Toutes 
ces reactions sont conduites a temperature ambiante. 

L '.accessibilite des oligonucleotides greff^s a 
ete verifiee par leur capacite d' hybridation vis-^-vis 
35 d'un oligonucleotide complementaire marque au '^'^P se 
trouvant daSns le milieu liquide environnant. 
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a) Hybridation 

La cinetique d ' hybridation des supports de 
differentes epaisseurs est comparable, et la capacite 
totale d* hybridation est proportionnelle a I'epaisseur du 
5 support, comme le montre la figure 3, qui represente en 
abscisse le temps d* hybridation ( en minutes) , et en 
ordonnee la quantite d' oligonucleotide complementaire 
marque au -^^P fixe au support (en cpm) , pour deux 
epaisseurs differentes : (•) = support de 0,2 ^Lm 
10 d'epaisseur ; (A) = support de 0,6 |im d'epaisseur. 

b) Denaturation 

II est possible de suivre la denaturation des 
duplex de facjon continue, ce qui montre la reversibilite 
du phenomena d* hybridation. Les figures 4a) et 4b) illus-i 
15 trent respectivement la quantite d' oligonucleotides 
restant sur 1* electrode et la vitesse de denaturation en 
fonction de la temperature de lavage (pour une variation 
de temperature de 1*C par minute) sur les supports 
d'epaisseur differente. 

2 0 D' autre part, il a ete verifie que le support 

oligonucleotide-polypyrrole n*est pas affecte par des 
cycles de denaturation/renaturation . 

Dans les conditions experimentales mises en 
oeuvre, la vitesse maximale de denaturation est atteinte 
25 a 60 *C environ, ce qui correspond au point de fusion 
theorique de 1 ' oligonucleotide (61,5*C). 

BXEMPLE N* 4 : SYNTHESB XN SITU D * OIiIGONUCLBOTlDES SUR 
SUPPORT POLYPYRROLE 

SPAS CLWAgt^g 

30 Le schema react ionnel est illustre a la 

figure 5 . 

Le support (compose n*8) est realise par 
electropolymerisation d'vme solution de pyrrole et 
d' aminoethylpyrrole (10"^ M/IO"-^ M) en presence de LiCl04 

3 5 0,1 M dans 1 • acetonitrile . L ' electropolymerisation se 
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fait par balayage de -0,3 V a +0,85 V par rapport a 
Ag/Ag+ 10"^ M sur une electrode de platine de 60 mm^, 

- Preparation du compose 11 

Le compose n'8 est lave par de 1 ' acetonitrile 
5 anhydre (2 x 5 ml) puis par de la triethylamine dans 
1 * acetonitrile (500 ^il / 5 ml). 

Le nucleoside active (10 mg) est seche par 
coevaporation dans 1 ' acetonitrile anhydre, repris par 
50 0 |Xl d' acetonitrile anhydre et ajoute au support dans un 

10 flacon hermetiquement bouche. L' ensemble est place sous 
agitation mecanique douce pendant 24 heures . Le support 
est retire et lave par de 1 * acetonitrile puis du dichlo- 
romethane jusqu'a disparition de la couleur du trityle 
dans les solvants de lavage, • 

15 Les fonctions amine du support n*ayant pas 

reagi avec le nucleoside doivent etre bloquees . Ceci a 
ete effectue par "capping" par un melange d' anhydride 
acetique-N-methylimidazole dans la pyridine. La reaction 
est laissee 6 heures. Le support f onctionnalise (compose 

20 n" 11) est ensuite lave intensivement par 3 x 10ml de 
pyridine, 3 x 10ml d ' acetonitrile et 3 x 10ml de dichlo- 
romethane success ivement . 

- Preparation du compose n* 12 

Le trimere d(CCT) a ete prepare sur 

2 5 electrode de platine recouverte de polypyrrole par deux 

methodes : 

. Synthese chimique totale suivant le cycle 
habituel de la synthese phosphoramidite 

, Synthase avec detritylation electrochimique . 

3 0 a) Synthase chimiczue totale 

On effectue, autant de fois que necessaire, 
les etapes suivantes, chacune correspondant a la fixation 
d'un nucleotide ; ces etapes sont representees a la 
figure 6 : 

35 - Detritylation du support par 4 x 500 |J.l d'acide 

trichloroacetique a 2% dans le dichloromethane ; 
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Ringage par de 1 ' acetonitriie pour enlever le 
rsactif (5 x 1 ml) ; 

- Lavage par de 1 * acetonitriie anhydre pour synthese 
d'ADN (3 X 1 ml) ; 

5 - Ajout de 250 jll de phosphoramidite 0,1 M et 2 50 ^11 

de tetrazole 0,5 M ; 

- Couplage (2 mn) et elimination de la solution 
nucleosidique ; 

- Ringage par de 1 ' acetonitriie (5 x 1 ml) ; 

10 - Capping anhydride acetique/methylimidazole (500 p.1, 

Imn) ; 

- Rin<page par de 1 ' acetonitriie (2 x 1 ml) ; 

- Oxydation par iode/lutidine 1 mn (500 |ll, 1 mn) ; 

- Ringage par 5 x 1 ml d' acetonitriie ; 

15 - Detritylation, et debut d*un nouveau cycle, 

etc . . . 

La mesure des trityles donne respectivement a 1' issue 
chaque cycle : 0, 090 DO/2 ml (dT) , 0,095 DO/2 ml (dCT) et 
0,087 DO/2 ml (dCCT) . 
2 0 b) Synthase avec d^protection 61ectrochimiciue 

Les etapes de synthese sont les memes que pour 
la synthese chimique ci-dessus, mais la detritylation est 
realisee par application d'un potentiel de 1,2 V pendant 
5 mn. 

25 La detritylation n'est pas quantifiable, car 

le cation trityle forme est capte par 1* anode ce qui le 
soustrait a la mesure. Le cycle de couplage a cependant 
ete realise. 

- Preparation du compose n' 13 
30 La coupure du support et 1 * elimination des 

groupements protecteurs sont faites par 2 ml d'ammoniaque 
dans un tube en verre ferme par un bouchon a vis la 
reaction est . ef f ectuee pendant 48 heures a temperature 
ambiante . 

35 Les temoins prepares sur colonne de silice 

sont deproteges par 4 x 250 p.1 d'ammoniaque pour les 
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decrocher du support (t = 4 x 1/2 h) . La solution ammo- 
niacale est ensuite laissee 48 heures a temperature 
ambiante. Les solutions sont evaporees et analysees par 
chromatographie en phase inverse sur une colonne CA, 5 |im 
5 de 2 5 cm. On applique un gradient de 0 ^ 3 0% de B 
(Acetate de triethylammonium 25 mM, pH 7 et acetonitrile 
50%) dans A (Acetate de triethylammonium 25 mM, pH 7) en 
3 0 min, 

Le schema reactionnel est illustre a la 

10 figure 7 . 

- Preparation du compose n* 14 

Le polypyrrole amine (compose n' 8) est lave par de 
1 * acetonitrile anhydre (2x5 ml) puis par de la triethy- 
lamine dans 1 ' acetonitrile (500 \il/5 ml), Le nucleoside 

15 active (compose n' 2) (20 mg) est seche par coevaporation 
dans 1 ' acetonitrile anhydre, repris par 1 ml 
d' acetonitrile anhydre et ajoute au support (compose n*8) 
dans un flacon hermetiquement bouche. L' ensemble est 
place sous agitation mecanique douce pendant 24 heures. 

20 Le support greffe (compose n' 14) est lave par- de 
1 ' acetonitrile puis du dichloromethane jusqu'a dispari- 
tion de la couleur du trityle dans les solvants de lavage 
lors de leur acidification. 

- Preparation du compose n^ 15 

2 5 Les fonctions alcool secondaire apportees par 

le nucleoside ainsi que les fonctions amine du support 
n'ayant pas reagi doivent etre masquees . Pour cela, on 
realise un blocage par un melange d' anhydride acetique/N- 
methylimidazole dans la pyridine (1 ml) pendant 6 heures. 

3 0 Un lavage par de la pyridine (2 x 5 ml), de 

1 ' acetronitrile (2x5 ml) et du dichloromethane (2x5 
mi) permet d'obtenir le compose n' 15. 

- Preparat ion du compose n* 16 

Le compose n* 16 est synthetise suivant le 
35 m&ne protocole que le compose n' 12 avec des resultats 
semblables pour la detritylation. Ceci montre que la 
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nature du bras espaceur influe peu sur la synthese 
chimique . 

- Preparation du c ompose n' 17 

Le compose n* 16 est deprotege 48 heures a 
temperature ambiante dans I'ammoniaque a 28% dans un 
flacon hermetiquement bouche* Le groupement 

dimethoxytrityle est ensuite coupe par I'acide 
trichloroacetique a 3% (3 x 3 ml) et mesure pour verifier 
que 1 ' oligonucleotide est toujours sur le support. 
EXEMPLE 5 : COPOLYMERISATION D • OLIGONUCLEOTIDES - 

PYRROLE SUR DES MICROELECTRODES 

Une matrice de quatre electrodes est realisee 
par inclusion de quatre fils de platine (diametre 0,6 mm) 
dans un cylindre de verre (diametre 5 mm x 10 mm d^ 
hauteur) . Une des electrodes est utilisee comme contre- 
electrode (voir fig, 8a) . Ce systeme de matrice permet 
d'une part de reduire les volumes react ionnels (30 0 |il) et 
d' autre part de fixer des oligonucleotides differents sur 
chaque points de la matrice. 

Les 3 electrodes sont successivement 
electrochimiquement recouvertes par un copolymere compose 
de pyrrole et d* oligonucleotides capable de detecter par 
hybridation xjxie mutation du codon 61 du gene ras H 
humain. Ces 3 oligonucleotides portant en 5 ' un groupe 
pyrrole sont les suivants : 



- oligo normal 

- oligo mute A 

- oligo mute C 



5 ' Pyr TCCTCCTGGCCGG 3 * 
5 ' Pyr TCCTCCAGGCCGG 3 ' 
5 • Pyr TCCTCCCGGCCGG 3 ' 
Chaque oligonucleotide est copolymerise 
successivement sur chaque electrode dans les conditions 
decrites dans I'exemple 1 mais dans un volume reactionnel 
de 300 111 au lieu de 3 ml, 

Les copolymerisations sont realisees de la 
meme fagon que celles decrites dans I'exemple 1 (volume 
reactionnel de 300 |Xl au lieu de 3 ml) . Les voltampero- 
grammes obtenus sont tres reguliers et tres reproduc- 
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tibles aussi bien a charge reduite (2 10"^ C) qu'a forte 
charge (10"-^ C) (figure Sb) . Dans ces conditions, 6,10*^^ 
moles d' oligonucleotide sont fixees sur 0,3 mm^ (soit 18 
pmoles/cin^ ) pour une epaisseur de film de 0,1 )Jm (charge 
5 de 10'^ C) . 

- Detection d'une mutation oontuelle d ' un 
acide nucle icrue oar hybridation sur une matrice 3 points. 

Trois fragments d ' acides nucleiques d * une 
longueur de 51 nucleotides sont utilises afin de simuler 
10 les mutations ras H naturelles recherchees . 

Ces trois acides nucleiques ont pour 

sequence : 

- ras H normal : 

5 ' CTGTTGGACATCCTGGATGCCGGCCAGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3 * • 
15 - ras H mute T : 

5 ' CTGTTGGACATCCTGGATGCCGGCCTGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3 ' 

- ras H mute G : 

5 ' CTGTTGGACATCCTGGATGCCGGCCGGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3 ' 
lis sont specif iquement reconnus par hybrida- 

2 0 tion avec les sondes fixees sur la matrice ; respect ive- 
ment oligo normal, oligo mute A, oligo mute C, 

La reaction d' hybridation est realisee a 25 *C 
durant 1 heure, dans un tampon phosphate 2 0 mM, pH 7,4, 
MaCl 3 00 mM, SDS 0,5% contenant 0,1 pmole d'acide 

25 nucleique a detecter marque en 5* par du 32P. La matrice 
est ensuite lavee dans le meme tampon a 35 La detec- 
tion est realisee par autoradiographie de la matrice sur 
un film photo. Dans ces conditions, 1 • hybridation de 
1 ' acide nucleique cible n'a lieu que sur 1 * electrode 

30 portant 1 ' oligonucleotide d*une sequence strictement 
complement aire ; aucune hybridation croisee n'est 
visible. 

La detection specif ique d'une mutation 
ponctuelle est done possible grace a cette matrice en 3 
35 points. 
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REVBNDIgATTnWfi 

1) Copolymere, caracterise en ce qu'il repond 
a la formule generale (I) suivante : 

i (I) 

dans laquelle 1' unite A represente un monomere 
d*un polymere conducteur electronique, 1* unite B 
represente un nucleotide, un oligonucleotide ou un de 
leurs analogues, y et z representent des nombres 

entiers egaux ou superieurs a 1, ou y peut etre egal a 0,» 
et [ represente une liaison covalente, ou un bras 
espaceur . 

2) Copolymere selon la revendication 1, 
caracterise en ce que A represente une unite monomere 
d'un PCE choisi dans le groupe comprenant le 
polyacetylene, la polyazine, le poly(p-phenylene) , le 
poly (p -phenyl ene vinylene) , le polypyrene, le 
polypyrrole, le polythiophene, le polyfuranne, le 
polys elenophene, la polypyridazine, le polycarbazole, la 
polyaniline . 

3) Copolymere selon la revendication 2, 
caracterise en ce que A est une unite pyrrole, 

4) Copolymere selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que le rapport 
x/y est compris entre 1/5 et 1/100.000 

5) Copolymere selon I'une quelconque des 
revendications 1^4, caracterise en ce que I represente 
un bras espaceur repondant a la formule suivante : 

-Rl- [ (CH2 ) n-R2 1 X- f ) ] y- (CH2 ) p- 

dans laquelle : 

-n est un nombre entier de 1 i 10 ; 

-m est egal 4 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 



2703359 



26 

-p est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
-X est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a. 8 ; 
-y est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 
-R^f R2 et R3 qui peuvent etre identiques ou differents 
5 representent : 

CH2; O; S; MR'; CO; CH=CH ; NR'CO; CONR*; NHSO2 ; 

0 
I I 

- O - P - O - 

10 I 

OR* 

ou R* represente un atome d'hydrogene ou une chaine 

alkyle en C]_ ^^12- 

6) Procede de preparation d'un copolymere de* 
15 formule generale (I) selon une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins les etapes suivantes : 

- une premiere etape, au cours de laquelle on 
procede a la preparation d*un copolymere de formule 

2 0 generale (II) : 

- CA*]x-CA]y - (II) 

dans laquelle A, x et y sont tels que definis 
25 dans la revendication 1, et A* represente A 
f onctionnalise . 

- une deuxieme etape au cours de laquelle on 
precede a la fixation, sur le polymere de formule (II) 
d'au moins im groupe de formule generale (III) : 

I - [B] 2 (^11) 

dans laquelle B et z sont tels que definis 
precedemment et I* est un bras active capable de se lier a 
35 A*. 
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7) Precede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que 1 ' etape de preparation du 
copolymere de formule generale (II) et/ou 1 ' etape de 
fixation du groupe de formule generale (III) sont 

5 effectuees par reaction electrochimique . 

8) Precede de preparation d'un copolymere de 
formule generale (I) selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5,. caracterise en ce qu'il comprend au 
moins les etapes suivantes : 

10 - une etape a) au cours de lacjuelle on precede 

a la preparation du compose de formule generale (IV) : 

[A] 
I 

IS I (IV) 

[B]^ 

dans lequel A, B, z, et I sont tela que 
def inis ci-dessus , 
20 - une etape b) au cours de laquelle on precede 

a la copolymerisation du compose (IV) avec le monomere A, 

9) Precede selon la revendication 8, 
caracterise en ce que 1 ' etape b) , est effectuee par copo- 
lymerisation electrochimique du compose (IV) avec les 

25 monomer es A. 

10) Precede selon I'xine quelconque des 
revendications 6 k 9, caracterise en ce que I'on precede 
en outre k 1' elongation de B^, en plusieurs etapes 
successives, chacune de ces etapes etant censtituee par 

30 la fixation d'un eu plusieurs unites B, 

11) Precede selon la revendication 10, carac- 
terise en ce que 1 * elongation de B^ fait intervenir une 
suite de reactions electrochimiques . 

12) Precede selon une quelconque des revendi- 
3 5 cations 7, 9 eu 11, caracterise en ce qu'il est mis en 

oeuvre a la surface d'une electrode. 
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13) Utilisation d'un polymere conducteur elec- 
tronique comme support pour la fixation par liaison cova- 
lente, d'au moins un nucleotide, ou d*au mo ins un oligo- 
nucleotide . 

5 14) Utilisation d'un copolymere selon I'une 

quelconque des revendication 1 a 5 comme support de syn- 
thase polynucleotidique. 

15) Utilisation d*un copolymere selon l*une 
quelconque des revendication 1 a 5 comme support 

10 d' hybridation d'acides nucleiques . 

16) Electrode, caracterisee en ce que sa sur- 
face est constituee par un revdtement comprenant un copo- 
lymere de formule (I) selon l*une quelconque des revendi- 
cations 1 a 5 . 

15 17) Dispositif utilisable pour des reactions 

de synthase et d' hybridation d*acides nucleiques, carac- 
terise en ce qu'il comprend une ou plusieurs electrodes 
selon la revendication 16/ lesquelles electrodes peuvent 
etre identiques ou differentes. 

20 18) Dispositif selon la revendication 17, 

caracterise en ce qu'il comprend plusieurs electrodes, 
dont au moins deux portent chacune un groupe Bz 
different , 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 

2a Cellule d' electropolymerisation 
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2b Voltamperometrie cyclique 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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FIGURE 5 
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FIGURE 7 
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FIGURE 8 
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